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@ Verfahren zur Veranderung des Genoms von Corynebakterien 

(57) Die Ertlndung betrifft ein Verfahren zur Hersteilung von 
Corynebakterien, enthaltend eine oder mehrere geandar- 
te genomische Sequenzen, wobei ein in Corynebakterien 
nicht replizierender Vektor verwendet wird, dessen Nukle- 
insaure von Corynebakterien nicht als fremd erkannt 
wird. 
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Beschreibung 

[0001J Die Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur Veranderung des Genoms von Corynebakterien, Verwendung 
dieser Bakterien und neue Vektoren. Insbesondere betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Veranderung von Corynebak- 

5 terien mil Hilfe von in Corynebakierien nichl replizierbarer Vekloren. 

[0002] Corynebacterium glutamicum ist ein gram-positives, aerobes Bakterium, das (wie aucb andere Corynebakte- 
rien, d. h. Corynebacterium und Brevibacterium-Arten) in der Industrie fur die Produktion einer Reihe von Feincherni- 
kalien, und auch zum Abbau von Kohlenwasserstoffen und zur Oxidation von Terpenoiden verwendet wird (Zur Uber- 
sicht siehe z. B. Liebl (1992) "The (fenus Corynebacterium", in: Hie Procaryotes. \blume II, Balows, A. et aL, eds. 

to Springer). 

[0003] Aufgrund der Verfugbarkeit von Klonierungsvektoren zur Verwendung in Corynebakterien und Techniken zur 
genetischen Manipulation von C. glutamicum und verwandten Corynebacterium und Brevibacterium-Arten (siehe z. B. 
Yoshthamaetal., J. Bacteriol. 162 (1985) 591-597; Katsumata et ah, J. Bacteriol. 159 (1984) 306-311; und Santamaria 
et al. J. Gen. Microbiol. 130 (1984) 2237-2246) ist es moglich, diese Organismen genetisch zu verandem (bspw. durch 
15 LFbcrcxprcssion von Gcncn) um sic bspw. als Produzcntcn von cincr odcr mchrcrcn Fcinchcmikalicn bcsscr und cffizicn- 
ter zu machen. 

[0004] Die Verwendung von Plasmiden, die in Corynebakterien replizieren konnen ist dabei eine gut etablierte Tech- 
nik, die dem Fachmann bekannl isl, breil angewendel wird und inehrfach in der Literatur dokumentierl isl (siehe z. B. 
Deb, J. K. et al. (1999) FEMS Microbiol. Lett. 175, 11-20). 
20 [0005] Es ist ebenfalls mflglich, Corynebakterien dadurch genetisch zu verSndem, dass die DNA-Sequenz des Genoms 
modifiziert wird. Es konnen DNA-Sequenzen in das Genom eingebracbt werden (neu 1 eingebracht und/oder vorhan- 
dene Sequenzen in weiteren Kopien eingebracht werden), es kdnnen auch DNA-Sequenzabschnitte aus dem Genom ent- 
femt werden (z. B. Gene oderTeile von Genen), es konnen aber auch Sequenzaustausche (z. B. Basenaustausche) im Ge- 
nom durchgefiihrt werden. 

25 [0006] Die Veranderung des Genoms kann dadurch erreicht werden, dass DNA in die Zelle eingebracht wird, die vor- 
zugsweise nicht in der Zelle replizierl und dass diese eingebrachte DNA mit genomischer Wirts-DNA rekombiniert und 
so die genomische DNA verandert. Die hierrur bekannten Methoden sind aber aurwendig und alle mit speziellen Proble- 
mcn vcrscbcn (sichc z. B. van der Rest, M.E. ct al. (1999) AppL Microbiol. BiotcchnoL 52, 541-545). 
[0007] Ein bekannles Verfahren basiert auf Konjugation (Schwarzer & Punier (1991) Biotechnology 9, 84-87). Der 

30 Nachteil ist, dass spezielle mobilisierbare Plasmide verwendet werden mussen, die konjugativ von einem Donor-Stamm 
(in der Regel E. coli) zum Empf&nger (bspw. Corynebacterium Arten) ubertragen werden mussen. Diese Methode ist zu- 
dem sehr arbeitsaufwendig. 

[0008] Die Nachteile der Konjugation sind der Grand, dass es auch zur Veranderung genomischer Sequenzen (und 
nicht nur zum Einbringen von frei replizierenden Plasmiden) vorteilhaft ist, statt der Konjugation die etablierte einfache 

35 Methode der Hlektroporation (Liebl et al. (1 989) FRMS Microbiol 1 j&tL 65, 299 304) durchzufiihren. Rs wurde eine neue 
Methode beschrieben, die dies zwar ermoglicht (van der Rest, M.E. et al. (1999) Appl. MicrobioL Biotechnol. 52, 
541-545), dafur aher andere Probleme hat. Die zu transformierenden Zellen werden bei sub-optimalen tiefen Temnera- 
turen kultiviert, dem Wachstumsmedium werden spezielle wachsmmsbeeintrachtigende Mediumszusatze zugegeben 
und die Zcllcn werden mit cincm Hitzcschock bchandclt. 

40 10009J Alle Methoden des DNA-Transfers in Corynebakterien haben als Problem das Wirts-eigene Restriktionssystem 
von Corynebakterien, das als fremd erkannte DNA abbaut. Es gibt zahlreiche Ansatze in der Literatur, dieses Restrikti- 
onssystem zu umgeben, die aber alle spezilische Probleme haben. 

[0010] Es gibt Versuche, DNA aus E. coli Stammen einzusetzen, die Mutationen in den dam und dem Genen tragen 
( Ankri el al (1996) Plasmid 35, 62-66). Dies fuhrt zu DNA, die keine Dam und Dem Melhylierung mehr IragU aber wei- 
45 terhin die E. coli-spezirische bsd Methylierung besitzt. Diese DNA wird weiterhin von Corynebacterium als Fremd- 
DNA erkannt. 

[0011] Eine Moglichkeit, Probleme mit dem Restriktionssystem zu umgehen ist es, Restriktionsdefiziente Mutanten zu 
isolieren (Liebl et aL (1989) FEMS Microbiol Lett. 65, 299 304). Der Nachteil ist aber, dass man aber auf solche spe- 
ziellen Mutanten-Stamme beschrankt ist. 

so [0012] Ein anderer Weg ist die temporare Ausschaltung des Restriktionssystems z. B, durch Hitzeschock. Sowohl bei 
Konjugation (Schwarzer & Piihler (1991) Biotechnology 9, 84-87) als auch bei Eiektroporation (van der Rest, MJi. et al. 
(1999) Appl. Microbiol. Biotechnol. 52, 541-545) kann damit ein gewtinschter Effckt crziclt werden. Nachteile sind die 
aufwendige Durchfuhrung und der Eflekt, dass durch den Hiizescbock nichl nur das Res Iriklionssy stem sondern auch 
zahlreiche andere Zell-Prozesse beeinflusst werden. Generell hat die Hitzeschockantwort bed Bakterien als Reaktion auf 

55 den Hitzeschock eine Vielzahl von Konsequenzen fiir den Stoffwechsel der Zellen (siehe z. B. Gross, C.A. (1996), pp. 
1 382-1 399 in Escherichia coli and Salmonella (Neidhart et aL, eds.) ASM press, Washington). 
[0013] Unter Corynebakterien im Sinne der Erfindung werden Corynebacterium-Arten, Brevibacterium-Arten und 
Mycobacterium-Arten verstanden. Bevorzugt sind Corynebacterium-Arten und Brevibacterium-Arten. Beispiele fur Co- 
rynebacterium-Arten und Brevibacterium-Arten sind: Brevibacterium brevis, Brevibacterium lactofermentum, Coryne- 

60 bacterium ammoniagenes, Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium lactofermen- 
tum. Beispiele ftir Mycobacterium-Arten sind: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Mycobacterium bo- 
vis. 

[0014] Insbesondere sind folgcndc in der Tabcllc angcgcbcncn Stammc bevorzugt: 
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Tab-elle 



Corynebacterium und Brevibacterium Stamme 



Genus 


Species 




perm 1 


NRkL 


CECT 


NttMB 




Brevibactenum 


Ammoniagenes 














Brevibacterium 


Ammoniagenes 














Brevibacterium 


Ammoniagenes 














Brevibacterium 


Ammoniagenes 














Brevibacterium 


Ammoniagenes 














Brevibacterium 


Ammoniagenes 














Brevibacterium 


Ammoniagenes 














Brevibacterium 


Ammoniagenes 


19356 












Brevibacterium 


Ammoniagenes 














Brevibacterium 


Ammoniagenes 


mm 

IWil 1 












Brevibacterium 


Ammoniagenes 














R rrvihacterilim 


ammoniagenes 


21580 












Bnjvibacterium 


ammoniagenes 














Brevibacterium 


butanicum 


21196 












Brevibacterium 


divaricatum 


21792 


P928 










Brevibacterium 


flavum 


21474 












Bwvibacterium 


flavum 


21129 












Brevibacterium 


flavum 


21518 












Brevibacterium 


flavum 






BH474 








Brevibacterium 


flavum 






B11472 
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Genus 



Species 



ATtC IferM I KR5RL I CECt I 



irevibacterium 



| flavum 



irevibacterium 



flavum 



21128 



Irevibacterium 



vura 



21427| 



irevibacterium 



flavum 



21475 



irevibacterium 



Javura 



21517 1 



3revibactcrium 



flavum 



IT5281 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



Irevibacterium 



I flavum 



2lW\ 



3revibacterium 



flavum 



B11477 ! 



Srevibactenum 



avum 



B 11478 I 



' irevibacterium 



I flavum 



21127 



'] irevibacterium 



flavum 



BU474 I 



irevibacterium 



Brevibacterium 



Bre\ r ibacterium 



I healii 



15527 



| ketoglutamicum 



21004 



I ketoglutamicum 



21089 



Brevibacterium 



Brevibacterium 



[ketosoreductum 



219141 



1 lactofermentum 



70 
IT 



Brevibactenura 



Brevibacterium 



Brevibacterium 



I lactofermentum 



lactofermentum 



77 



lactofermentum 



2179T 



' irevibacterium 



irevibacterium 



irevibacterium 



lactofermentum 



21799 I 



I lactofermentum 



21800 I 



I lactofermentum 



21801 



irevibacterium 



irevibacterium 



' irevibacterium 



I lactofermentum 



B11470 I 



lactofermentum 



TO7T 



lactofermentum 



210861 



Brevibacterium 



lactofermentum 



214251 



Brevibacterium 



lactofermentum 



210861 



Brevibacterium 
Brevibacterium 



I lactofermentum 
linens "™~ 



3I5S9I 



9I7T" 



Brevibacterium 



Brevibacterium 



Brevibacterium 



I939T 



ens 



WT 



I parafSnolyticum 



11160 



CBS 717.73 
CBS 717.73 



Brevibacterium 



| spec. 



Brevibacterium 



[ spec. 



Bn:vibacterium 



[spec. 



1*5541 



Brevibacterium 



[spec. 



218601 



Brevibacterium 



spec. 



2186T 



Brijvibactenum 



Bnsvibactenum 



[spec. 



I spec. 



218661 



Brevibacterium 



[spec. 



T524D 



Co rynebacterium | ac etoaci dophilum 



21476 



Corynebacterium | acetoacidophilum 



13870 1 



Ccrynebacterium | acetoglutamicum 



BU473 



Corynebacterium | acetoglutamicum 



B 11475 



Corynebacterium | acetoglutamicum 



15806 



Corynebacterium ) acetoglutamicum 



31270 ! 



Corynebacterium 



[ acetoglutamicum 



Corynebacterium 



| acetophUum 



B3671 



60 Corynebacterium 



ammomagenes 



WT 



NCTC2399 



Corynebacterium | ammoniagenes 



15511 



Corynebacterium | fujiokense 



214961 
1456T 



65 



Corynebacterium | glutarnicom 



Corynebacterium | glutamicum 



39137 



Corynebacterium | glutamicum 



5I53T 



Corynebacterium | glutamicum 



5I55T 
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Genus 


Species < 


\TCC 




NRRL < 


DECT 


NCIMB 




Corynebacterium f 


jlutamicum 


i&b 












1 Coryaebacterium j 


jlutamicum 


3032 












Coiynebacterium j 


I utamicum 


4305 












Coryoebacterium \ 


jlutamicum 


5455 












Corynebacterium | 


g utamicum 


3058 












Corynebacterium 


glutamicum 


3059 












1 Corynebacterium 


glutamicum 


130*6 












1 Corynebacterium 


glutamicum 


21492 












Corynebacterium 


glutamicum 


21513 












Corynebacterium 


glutamicum 


21526 












] Corynebacterium 


glutamicum 


2i*4i 












1 Corynebacterium 


glutamicum 


13287 












1 Coiynebacterium 


glutamicum 


21851 












1 Corj'nebacterium 


glutamicum 


21253 












j Corynebacterium 


glutamicum 


21514 












1 Corynebacterium 


glutamicum 


21516 












Corjmebacterium 


glutamicum 


21299 












| C or/neb acterium 


glutamicum 


21300 












J Corynebacterium 


glutamicum 


39684 












j Cormebacterium 


glutamicum 


21488 












j Cormebacterium 


glutamicum 


21*49 












| Corynebacterium 


glutamicum 


21650 












j Corynebacterium 


glutamicum 


19223 












1 Corynebacterium 


glutamicum 


13869 












j Corynebacterium 


glutamicum 


21157 












1 Corynebacterium 


glutamicum 














1 Corynebacterium 


glutamicum 


iii# 












] Corynebacterium 


glutamicum 


21355 












| Corynebacterium 


glutamicum 


31808 












Coiynebacterium 


glutamicum 


21674 












Coiynebacterium 


glutamicum 


215*2 












| Corynebacterium 


glutamicum 


21563 












Coiynebacterium 


glutamicum 


21564 












Corynebacterium 


glutamicum 


21565 












1 Corynebacterium 


glutamicum 


215** 












Coiynebacterium 


glutamicum 


21567 












j Coiynebacterium 


glutamicum 


21568 












1 Coiynebacterium 


glutamicum 


21569 












I Corynebacterium 


glutamicum 


21570 












| Corynebacterium 


glutamicum 


21571 












Corynebacterium 


glutamicum 


Mil 












j Corynebacterium 


glutamicum 


21573 












I Corynebacterium 


glutamicum 


21579 












Corynebacterium 


glutamicum 


19049 












j Corynebacterium 


glutamicum 


19050 












] Corynebacterium 


glutamicum 


19551 












1 Corynebacterium 


glutamicum 


19052 












j Corynebacterium 


glutamicum 


19053 












| Corynebacterium 


glutamicum 














1 Corynebacterium 


glutamicum 


19055 












| Corynebacterium 


glutamicum 


19056 












| Corynebacterium 


glutamicum 


"'WW 












Corynebacterium 


glutamicum 


19058 












Corynebacterium 


glutamicum 


19059 












1 Corynebacterium 


glutamicum 


"T5W0 













DE 100 46 870 A 1 



[0020] Der Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, dass die eingebrachte DNA nicht als Fremd-DNA erkannt 
wird und sic durch das Rcstriktionssystcm dcshalb nicht abgcbaut wird. 

[0021 J Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, daB keine Konjugation durchgefuhrt werden muB - 
das vermindert den Arbeitsaufwand betrachllich und ermoglicht verbesserte Flexibility bei der Wahl der eingesetzten 
Plasmide, 5 
[0022] Ein weiterer \forteil ist, dass keine speziellen Corynebakterien-Stamme eingesetzt werden miissen und dass 
keine spezieile Behandlung der zu transformierenden Stamme notwendig ist, insbesondere ist kein Hitzeschock notwen- 
dig. Fur experimentelle Details siebe BeispieL 

[0023] Die so erzeugten Mutanten k6nnen dann zur Herstellung von Feinchemikalien verwendet werden oder im Falle 
von C. diphtheriae fur die Herstellung z. B. von Impfstoffen mit abgeschwacbten oder mcht-pathogenen Erregern. Unter to 
Feinchemikalien werden verstanden: organische Sauren, sowohl proteinogene als auch nicht-proteinogene Aminosim- 
ren, Nukleotide und Nukleoside, Lipide und Fettsauren, Diole, Kohiehydrate, aromatische Verbindungen, Viteunine und 
Cofaktoren sowie Rnzyme. 

[0024] Der Begriff "Feinchemikalie" ist im Fachgebiet bekannt und beinbaltet Molekule, die von einem Organismus 
produ zicrt werden und in vcrschicdcncn Indu striczweigen Anwcndungcn finden, wic bspw. , jedoch nicht beschrankt auf 15 
die pharmazeutische Industrie, die Landwirtschafts- und Kosmetik-Industrie. Diese Verbindungen umfassen organische 
Sauren, wie Weinsaure, Itaconsaure und Diaminopimalinsaure, sowohl proteinogene als auch nicht-proteinogene Ami- 
nosauren, Purin- und Pyrimidinbasen, Nukleoside und Nukleotide (wie bspw. beschrieben in Kuninaka, A. (1996) Nu- 
cleotides and related compounds, S . 56 1-6 12, in Biotechnology Bd. 6, Rehm et al., Ilrsg. VQI; Weinheim und den darin 
enthaltenen Zitaten), Lipide, gesSttigte und ungesattigte Fettsauren (bspw. Arachidonsaure), Diole (bspw. Propandiol 20 
und Butandiol), Kohlenhydrate (bspw. Hyaluronsaure und Trehalose), aromatische Verbindungen (bspw. aromatische 
Amine, Vanillin und Indigo), Vitamine und (bfaktoren (wie beschrieben in IJllmann's Encyclopedia of Industrial Che- 
mistry, Bd. A27, "Vitamins", S. 443-613 (1996) VCH: Weinheim und den darin enthaltenen Zitaten; und Ong, A.S., 
Niki, E. und Packer, I,. (1995) "Nutrition, Lipids, Health and Disease" Proceedings of the UNHSCO/Confederation of 
Scientific and Technological Associations in Malaysia and the Society for Free Radical Research - Asien, abgehalten am 25 
1 . bis 3. Sept. 1994 in Penang, Malaysia, AOCS Press (1995)), Enzyme Polykeride (Cane et al. (1998) Science 282: 
63-68), und samtliche anderen von Gutcho (1983) in Chemicals by Fermentation, Noyes Data Corporation, ISBN: 
0818805086 und den darin angcgcbcncn Litcraturstcllcn, bcschricbcncn Chcmikalicn. Der Mctabolismus und die \fcr- 
wendungen beslinunler Feinchemikalien sind nachstehend weiler erlaulert. 

30 

A. Aminosaurc-Metabolismus und Verwendungen 

[0025] Die Aminosauren umfassen die grundlegenden Struktureinheiten samtlicher Proteine und sind somit ftir die 
normalen Zellfunktionen essentiell. Der Begriff "Aminosaure" ist im Fachgebiet bekannt. Die proteinogenen Aminosau- 
ren, von denen es 20 Arten gibt, dienen als Struktureinheiten flir Proteine, in denen sie tiber Peptidbindungen miteinander 35 
verkniipft sind, wohingegen die nicht-proteinogenen Aminosauren (von denen Hunderte bekannt sind) gewShnlich nicht 
in Proteinen vorkommen (siehe Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd. A2, S. 57-97 VCH: Weinheim 
(1985)). Die Aminosauren konnen in der D- oder L-Konfiguration vorliegen, obwohi L- Aminosauren gewohnlich der 
cinzigc Typ sind, den man in naturlich vorkommenden Proteinen vorfindct Biosynthcsc- und Abbau wege von jeder der 
20 proteinogenen Aminosauren sind sowohl bei prokaryotischen als auch eukaryotischen Zellen gut charakterisiert 40 
(siehe bspw. Stryer, L. Biochemistry, 3. Auflage, S. 578-590 (1988)). Die "essentiellen" Aminosauren (Histidin, Isoleu- 
cin, Leucin, Lysin, Methionin, Pheriylalanin, Threonin, 'Iryptophan und Valin), so bezeichnet, da sie aufgrund der Kom- 
plexitat ihrer Biosynthesen mit der Ernahrung aufgenommen werden miissen, werden durch einfache Biosynthesewege 
in die ubrigen 11 0 nichlessenliellen ,, Aiuinosauren (Alanin, Arginin, Asparagin, Aspartal, Cy stein, Glutamat, Glutamin, 
G lycin, Prolin, Serin und Ty rosin) umgewandelt. Ilohere Tiere besitzen die Fahigkeit, einige dieser Aminosauren zu syn- 45 
thetisieren, jedoch mtissen die essentiellen ArmnosSuren mit der Nahrung aufgenommen werden, damit eine normale 
Proteinsynthese stattfindet 

[0026] Abgesehen von ihrer Furtktion bei der Proteinbiosynthese sind diese Aminosauren interessante Chemikalien an 
sich, und man hat entdeckt, daB viele bei verschiedenen Anwendungen in der Nahrungsmittel-, Futter-, Chemie-, Kos- 
metik-, I^andwirtschafts- und pharmazeutischen Industrie zum Einsatz kommen. Tysin ist nicht nur fUr die Ern&hrung des 50 
Menschen eine wichtige Aminosaure, sondern auch fiir monogastrische Here, wie Geflugel und Schweine. Glutamat 
wird am haufigstcn als Gcschmacksadditiv (Mononatriumglutamat, MSG) sowie wcithin in der Nahrungsmittclindustric 
verwendet, wie auch Aspartal, Pbenylalanin, Glycin und. Cystein. Glycin,L-Methionin und 'Iryptophan werden samtlich 
in der pharmazeutischen Industrie verwendet, Glutamin, ^lin, Leucin, Isoleucin, Histidin, Arginin, Prolin, Serin und 
Alanin werden in der pharmazeutischen Industrie und der Kosmetikindustrie verwendet. Threonin, Tryptophan und D- 55 
/L-Methionin sind weitverbreitete Futtermittelzusatze (Leuchtenberger, W. (1996) Amino acids - technical production 
and use, S. 466 502 in Rehm et aL, (Hrsg.) Biotechnology Bd 6, Kapitel 14a, VCH: Weinheim). Man hat entdeckt, daB . 
sich diese Aminosauren auBerdem als \forstufen fur die Synthese von synthetischen Aminosauren und Proteinen, wie N- 
Acetylcystein,S-Carboxymethyl-I ^cystein, (S)-5-Hydroxytryptophan und anderen, in Ullmann's Encyclopedia of Indu- 
strial Chemistry, Bd. A2, S. 57-97, VCH, Weinheim, 1985 beschriebenen Substanzen eignen. 60 
[0027] Die Biosynthese dieser natilrlichen Aminosauren in Organismen, die sie pnoduzieren konnen, bspw. Bakterien, 
ist gut charakterisiert worden (fur einen Cfberblick der bakterieilen Arninosaure-Biosynthese und ihrer Regulation, s. 
Umbargcr, H.E. (1978) Ann. Rev. Biochcm. 47: 533-606). Glutamat wird durch rcduktivc Aminicrung von o>Kctoglu- 
tarat, einem Zwischenprodukt im Citronensaure-Zyklus, synthetisiert. Glutamin, Prolin und Arginin werden jeweils 
nachcinandcr aus Glutamat crzeugt. Die Biosynthcsc von Serin crfolgt in einem Drcischritt-Vcrfahrcn und beginnt mit 3- 65 
Phosphoglyceral (einem Zwischenprodukt bei der Glykolyse), und ergibl nach Oxidations-, 'lransaminierungs- und Hy- 
drolyseschriuen diese Aminosaure. Cystein und Glycin werden jeweils aus Serin produziert, und zwar die erstere durch 
Kondensalion von Homocyslein mil Serin, und die leizlere durch Obertragung des SeiLenketUjn-p-Kohlenstoffatoms auf 



7 



DE 100 46 870 A 1 



[0020] Der Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, dass die eingebrachte DNA nicht als Fremd-DNA erkannt 
wird und sic durch das Rcstriktionssyslcm dcshalb nicht abgcbaut wird, 

L0021J Bin weiterer Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, daB keine Konjugation durchgefiihrt werden uiiiB - 
das verraindert den Arbeitsaufwand betrachtlich und ermoglicht verbesserte Fiexibilitat bei der Wahl der eingesetzten 
Plasinide. 5 
[0022] Bin weiterer Vorteil ist, dass keine speziellen Corynebakterien-Stamme eingesetzt werden miissen und dass 
keine spezielle Behandlung der zu transformierenden Stamme notwendig ist, insbesondere ist kein Hitzeschock notwen- 
dig. Fur experimentelle Details siehe BeispieL 

[0023] Die so erzeugten Mutanten ktf nnen dann zur Herstellung von Feinchemikalien verwendet werden oder im Falle 
von C. diphtheriae fur die Herstellung z. B. von Impfstoffen mit abgeschwacbten oder nicht-pathogenen Erregem. Unter 10 
Feinchemikalien werden verstanden: organische Sauren, sowohl proteinogene als auch nicht-proteinogene AminosSu* 
ren, Nukleotide und Nukleoside, Lipide und Fettsauren, Diole, Kohlehydrate, aromatische Verbindungen, Viteunine und 
Cofaktoren sowie Enzyme. 

[0024] Der Begriff "Feinchemikalie" ist im Fachgebiet bekannt und beinhaitet Molekule, die von einem Organismus 
produzicrt werden und in vcrschicdcncn Industriczwcigcn Anwcndungcn finden, wic bspw., jedoch nicht beschrankt auf 15 
die pharraazeutische Industrie, die Landwirtschafts- und Kosmetik-Industrie. Diese Verbindungen umfassen organische 
Sauren, wie Weinsaure, Itaconsaure und Diarrrinopimalinsaure, sowohl proteinogene als auch nicht-proteinogene Ami- 
nosauren, Purin- und Pyrimidinbasen, Nukleoside und Nukleolide (wie bspw. beschrieben in Kuninaka, A. (1996) Nu- 
cleotides and related compounds, S. 561-612, in Biotechnology Bd. 6, Rehm et al., Ilrsg. VCII; Weinheim und den darin 
enthalterien Zitaten), Lipide, gesattigte und unges&tigte Fettsauren (bspw. ArachidonsSure), Diole (bspw. Propandiol 20 
und Butandiol), Kohlenhydrate (bspw. Hyaluronsaure und Trehalose), aromatische Verbindungen (bspw. aromatische 
Amine, Vanillin und Indigo), Vitamine und (Cofaktoren (wie beschrieben in I Jllmarin's Encyclopedia of Industrial Che- 
mistry, Bd. A27, "Vitamins", S. 443-613 (1996) VCH: Weinheim und den darin enthaltenen Zitaten; und Ong, A.S., 
Niki, R und Packer, L. (1995) "Nutrition, Lipids, Health and Disease" Proceedings of the UNESCO/Confederation of 
Scientific and Technological Associations in Malaysia and the Society for Free Radical Research - Asien, abgehalten am 25 
L bis 3. Sept 1994 in Penang, Malaysia, AOCS Press (1995)), Enzyme Polyketide (Cane et al. (1998) Science 282: 
63-68), und samtliche anderen von Gutcho (1983) in Chemicals by Fermentation, Noyes Data Corporation, ISBN: 
0818805086 und den darin angcgcbcncn litcraturstcllcn, bcschricbcncn Chcmikalicn. Der Mctabolismus und die Vcr- 
wendiingen besliiiunusr Feinchemikalien sind nachstehend weiler erlautert. 

30 

A. Aminosaure-Metabolismus und Verwendungen 

[0025] Die Aminosauren umfassen die grundlegenden Struktureinheiten samtlicher Proteine und sind somit fur die 
normalen Zellfunktionen essentiell. Der Begriff "Arninosaure" ist im Fachgebiet bekannt. Die proteinogenen Aminosau- 
ren, von denen es 20 Arten gibt, dienen als Stniktureinheiten fur Proteine, in denen sie ttber Peptidbindungen mitei nander 35 
verkniipft sind, wohingegen die nicht-proteinogenen Aminosauren (von denen Hunderte bekannt sind) gewohnlich nicht 
in Proteinen vorkommen (siehe Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd A2, S. 57-97 VCH: Weinheim 
(1985)). Die Aminosauren konnen in der D- oder L-Konfiguration vorliegen, obwohl L-Aminosauren gewohnlich der 
cinzigc Typ sind, den man in natiirlich vorkommenden Proteinen vorfindct Biosynthcsc- und Abbauwcgc von jeder der 
20 proteinogenen Aminosauren sind sowohl bei prokaryotischen als auch eukaryotischen Zellen gut charakterisiert 40 
(siehe bspw. Stryer, L. Biochemistry, 3. Auflage, S. 578-590 (1988)). Die "essentiellen" Aminosauren (Histidin, Isoleu- 
cin, Leucin, Ly sin, Meihionin, Pheriyialanin, Threonin, 'Iryplophan und Valin), so bezeichnel, da sde aufgrund der Kom- 
plexitat ihrer Biosynthesen mit der Ernahrung aufgenommen werden miissen, werden durch einfache Biosynthesewege 
in die Ubrigen 11 "nichiessentiellen" Aininosauren (Alanin, Arginin, Asparagin, Aspartal, Cystein, Glutarnat, Glutamin, 
Glycin, Prolin, Serin und Tyrosin) umgewandeit. Ilohere Tiere besitzen die Fahigkeit, einige dieser Arninosauren zu syn- 45 
thetisieren, jedoch mUssen die essentiellen Arninosauren mit der Nahrung aufgenommen werden, damit eine normale 
Proteinsynthese stattfindet 

[0026] Abgesehen von ihrer Funktion bei der Proteinbiosynthese sind diese Aminosauren interessante ('hemikalien an 
sich, und man hat entdeckt, daB viele bei verschiedenen Anwendungen in der Nahrungsmittel-, Futter-, Chemie-, Kos- 
metik-, T ^ndwirtschafLs- und pharma7£Utischen Industrie zum Einsatz kommen. Tysin ist nicht nur fur die Ernahrung des 50 
Menschen eine wichtige Arninosaure, sondern auch fiir monogastrische Tiere, wie Geflugel und Schweine. Glutarnat 
wird am haufigstcn als Gcschmacksadditiv (Mononatriumglutamat, MSG) sowic wcithin in der Nahrungsmittclindustric 
verwendet, wie auch Aspartat, Phenylalanin, Glycin und. Cystein. Glycin, LrMelhionin und IVyplophan werden samOich 
in der pharmazeutischen Industrie verwendet Glutamin, \felin, Leucin, Isoleucin, Histidin, Arginin, Prolin, Serin und 
Alanin werden in der pharmazeutischen Industrie und der Kosmetikindustrie verwendet. Trireonin, Tryptophan und D- 55 
/L-Methionin sind weitverbreitete FuUermittelzusatze (Leuchtenberger, W. (1996) Amino acids - technical production 
and use, S. 466 502 in Rehm et aL, (Hrsg.) Biotechnology Bd. 6, Kapitel 14a, VCH: Weinheim). Man hat entdeckt, daB 
sich diese Aminosauren aufierdem als \forstufen fur die Synthese von synthetischen Aminosauren und Proteinen, wie N- 
Acetylcystein, S-Carhoxymethyl-Ti-cystein, (S)-5-Hydroxytryptophan und anderen, in Ullmann's Encyclopedia of Indu- 
strial Chemistry, Bd. A2, S. 57-97, VCH, Weinheim, 1985 beschriebenen Substanzen eignen. 60 
[0027] Die Biosynthese dieser natUrlichen Aminosauren in Organismen, die sie produzieren kttnnen, bspw. Bakterien, 
ist gut charakterisiert worden (fur einen Oberblick der bakteriellen Aminosaure-Biosynthese und ihrer Reguladon, s. 
Umbargcr, H.E (1978) Ann. Rev. Biochcm. 47: 533-606). Glutarnat wird durch rcduktivc Aminicrung von a-Kctoglu- 
tarat, einem Zwischenprodukt im Citronensaure-Zyklus, syntbetisiert Glutamin, Prolin und Arginin werden jeweils 
nachcinandcr aus Glutarnat crzeugt. Die Biosynthcsc von Serin crfolgt in cincm DrcischriU-Vcrfahrcn und beginnt mit 3- 65 
Phosphoglyceral (einem Zwischenprodukt bei der Glykolyse), und ergibt nach Oxidations-, Iransaminierungs- und Hy- 
drolyseschritten diese Arninosaure. Cystein und Glycin werden jeweils aus Serin produziert, und zwar die erstere durch 
Kondensalion von Hoinocystein mil Serin, und die leizLere durch Obertragung des Seilenketten-p-KohlenstofTaioms auf 
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chend korapiex, daB sie noch nicht vollstandig charakterisiert worden ist, jedoch ist inzwischen ein GroBteil der beteilig- 
tcn Enzyme und Substrate bckannt. Nikotinsaurc (Nikotinat) und Nikotinamid sind Pyridin-Dcrivatc, die auch als "Nia- 
cin" bezeichnet werden. Niacin ist die Vorstufe der wichtigen Coenzyme NAD (Nikotinaimdadenindinukleotid) und 
NADP (Nikotinamidadenindinukleotidphosphat) und ihrer reduzierten Formen. 

[0034] Die Produklion dieser Verbindungen im GroBmaBsLab beruhl groBtenteils auf zellfreien chemisehen Synlhesen, 5 
obwohl einige dieser Chemikalien ebenfalls durch groBangelegte Anzucht von Mikroorganismen produziert worden 
sind, wie Riboflavin, Vitamin B^ Pantothenat und Biotin. Nur Vitamin wird aufgrund der KomplexitSt seiner Syn- 
these lediglich durch Fermentation produziert In- vitro- Verfahren erfordern einen erheblichen Aurwand an Materialien 
und Zeit und hSufig an hohen Kosten. 

10 

C. Purin-, Pyrimidin-, Nukleosid- und Nukleotid-Metaholismus und Verwendungen 

[0035] Gens fUr den Purin- und Pyrimidin-Stoffwechsel und ihre entsprechenden Proteine sind wichtige Ziele fiir die 
Therapie von TUmorerkrankungen und Virusinfektionen. Der BegrirT "Purin" oder "Pyrimidin" urafafit stickstorYhaiuge 
Bascn, die Bcstandtcil der Nuklcinsaurcn, Coenzyme und Nuklcotidc sind. Der Bcgriff "Nuklcotid" bcinhaltct die grund- 15 
iegenden Struktureinheiten der Nukleinsauremolekiile, die eine stickstoffbaltige Base, einen Pentose-Zucker (bei RNA 
ist der Zucker Ribose, bei DNA ist der Zucker D-Desoxyribose) und Phosphorsaure umfassen. Der BegrirT "Nukleosid" 
umfaBt Molekiile, die als Vorslufen von Nukleouden dienen, die aber im Gegensatz zu den Nukleotiden keine Phospbor- 
saureeinheit aurweisen. Durch Ilemmen der Biosynthese dieser Molekiile oder ihrer Mobilisation zur Bildung von Nu- 
kieinsauremolekQlen ist es moglich, die RNA- und DNA-Synthese zu hemmen; wird diese Aktivitat zielgerichtet bei 20 
kanzerogenen Zellen gehemmt, laBt sich die Teilungs- und Replikations-Fahigkeit von Tumorzellen hemmen. 
[0036] Es gibt zudem Nukleotide, die keine NukleinsSuremoleklile bilden, jedoch als Energiespeicher (d. h. AMP) 
oder als Coenzyme (d. h. FAD und NAD) dienen. 

[0037] Mehrere Veroffentlichungen haben die Verwendung dieser Chemikalien fQr diese medizinischen Tndikationen 
beschrieben, wobei der Purin- und/oder Pyrimidin-Metabolismus beeinfluBt wird (bspw. Christopherson, R J. und Lyons, 25 
S.D. (1990) "Potent inhibitors of de novo pyrimidine and purine biosynthesis as chernotherapeutic agents", Med. Res. 
Reviews 10: 505-548). Untersuchungen an Enzymen, die am Purin- und Pyrimidin-Metabolismus beteiligt sind, haben 
sich auf die Entwicklung ncucr Mcdikamcntc konzentriert, die bspw. als Immunsupprcssionsmittcl oder Antiprolifcran- 
Lien verwendet werden konnen (Smith, J.L. "Enzymes in Nucleotide Synthesis" Curr. Opin. Struct. Biol. 5 (1995) 
752-757; Biochem. Soc. Transact, 23 (1995) 877-902). Die Purin- und Pyrimidinbasen, Nukleoside und Nukleotide ha- 30 
ben jedoch auch andere Einsatzmoglichkeiten: als Zwischenprodukte bei der Biosysnthese verschiedener Feinchemika- 
lien (z. B. Thiamin, S-Adenosyl-methionin, Folate oder Riboflavin), als Energietrager fur die Zelle (bspw. ATP oder 
( iTP) und fur Chemikalien selbst, werden gewahnlich als (leschmacksverstfirker verwendet (bspw. IMP oder GMP) oder 
fiir viele medizinische Anwendungen (siehe bspw. Kuninaka, A., (1996) "Nucleotides and Related Compounds in Bio- 
technology Bd. 6, Rehm et al ., Hrsg. VCH: Weinheim, S. 561 61 2). Enzyme, die am Purin-, Pyrimidin-, Nukleosid- oder 35 
Nukleotid-Metabolismus beteiligt sind, dienen auch immer starker als Ziele, gegen die Chemikalien fiir den Pflanzen- 
schutz, einschlieBlich Fungiziden, Herbiziden und Tnsektiziden entwickelt werden. 

[0038] Der Metabolismus dieser Verbindungen in Bakterien ist charakterisiert worden (fur tibersichten siehe bspw. 
Zalkin, H. und Dixon, LE. (1992) "Dc novo purin nucleotide biosynthesis" in Progress in Nucleic Acids Research and 
Molecular biology, Bd. 42, Academic Press, S. 259-287; und Micnal, G. (1999) "Nucleotides and Nucleosides"; Kap. 8 40 
in: Biochemical Pathways: An Adas of Biochemistry and Molecular Biology, Wiley, New York). Der Purin-Metabolis- 
mus, das Objekl iniensiver Forschung, isl fur das nonnale Funktionieren der Zelle essenlielL Ein gestorler Purin-Meta- 
bolismus in hoheren Tieren kann schwere Erkrankungen verursachen, bspw. GichL Die Purinnukleotide werden iiber 
eine Reihe von Schrilusn iiber die Zwischenverbindung Inosin-5'-phosphat (IMP) aus Ribose-5-phosphal synthelisiert, 
was zur Produkdon von Guanosin-5-monophosphat (GMP) oder Adenosin-5'-monophosphat (ANP) fuhrt, aus denen 45 
sich die als Nukleodde verwendeten TOphosphatformen leicht herstellen lassen. Diese Verbindungen werden auch als 
Energiespeicher verwendet, so daB ihr Abbau Energie fur viele verschiedene biochemische Prozesse in der Zelle liefert. 
Die Pyrimidinbiosynthese erfolgt Qber die Bildung von. Uridin-S'-monophosphat (IMP) aus Ribose-5-phosphat. IJMP 
wiederum wird in Cytidin-5'-triphosphat (CTP) umgewandelt. Die Desoxyformen samtlicher Nukleotide werden in einer 
Einschriu-Reduktionsreaktion aus der Diphosphat-Riboseform des Nukleotides zur Diphosphat-Desoxyriboseform des 50 
Nukleotides hergestellt Nach der Phosphorylierung konnen ctiese Molekiile an der DNA-Synthese teilnehmen. 

D. l\ehalose-Metabolismus und Verwendungen 

[0039] Trehalose besteht aus zwei GlucosemolekQlen, die tiber a,a- 1 , 1-Bindung miteinander verknilpfl sind. Sie wird 55 
gewohnlich in der Nahrungsmittelindustrie als SiiBstoff, als Additiv fiir getrocknete oder gefrorene Nahrungsmittel so- 
wie in Getranken verwendet. Sie wird jedoch auch in der pharmazeutischen Industrie, der Kosmetik- und Biotechnolo- 
gie-Industrie angewendet (s. bspw. Nishimoto et al., (1998) US-Patent Nc 5 759 610; Singer, M.A, und hindquist, S. 
Trends Biotech, 16(1998)460 467;Paiva,CL.A. undPanek, A.D.Biotech Ann. Rev. 2 (1996) 293 314;undShiosaka, 
M.J, Japan 172 (1997) 97-102). Trehalose wird durch Enzyme von vielen Mikroorganismen produziert und auf natiirli- 60 
che Weise in das umgebende Medium ahgegeben, aas dem sie durch im Fachgebiet bekannte Verfahren gewonnen wer- 
den kann. 

[0040] Dieses Vbrgchcn kann in analogcr Weise auch rait andcrcn Bakterien durchgefiihrt werden. 

Bcispicl 65 

[0041] Man kann einen beliebigen Sequenzabschnitt des ddh-Gens von C. glutamicum (Ishino et al. (1987) Nucleic 
Acids Res. 15, 3917), insbesondere ein Fragment im 5 -lenninalen Bereich der kodierenden Region uiit bekannten Me- 
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chend komplex, daB sie noch nicht vollstandig charakterisiert worden ist, jedoch ist inzwischen ein GroBteil der beteilig- 
tcn Enzyme und Substrate bckannt. Nikotinsaurc (Nikotinat) und Nikotinamid sind Pyridin-Dcrivatc, die auch als "Nia- 
cin" bezeichnet werden. Niacin ist die Vbrstufe der wichtigen Coenzyme NAD (Nikotinamidadenmdinukleotid) und 
NADP (Nikotinamidadenindinukleotidphosphat) und ihrer reduzierten Formen. 

[0034] Die Produklion dieser Verbindungen im GroBmaBsUib beruhL groBtenteils auf zellfreien chemischen Syntbesen, 5 
obwohl einige dieser Chemikalien ebenfalls durch groBangelegte Anzucht von Mikroorganismen produziert worden 
sind, wie Riboflavin, Vitamin Bg, Pantothenat und Biotin. Nur Vitamin B i2 wird aufgrund der Komplexit&t seiner Syn- 
these lediglich durch Fermentation produziert In- vitro- Verfahren erfordern einen erheblichen Aufwand an Materialien 
und Zeit und haufig an hohen Kosten. 

10 

C. Purin-, Pyrimidin-, Nukleosid- und Nukleotid-Metabolismus und Verwendungen 

[0035] Gens fUr den Purin- und Pyrimidin-Stoffwechsel und ihre entsprechenden Proteine sind wichtige Ziele fdr die 
Therapie von Tumorerkrankungen und Virusinfektionen. Der Begriff "Purin" oder "Pyrimidin" umfaBt stickstoffhaltige 
Bascn, die Bcstandtcil der Nuklcinsaurcn, Coenzyme und Nuklcotidc sind. Der Begriff "Nuklcotid" bcinhaltct die grund- 15 
legenden Struktureinheiten der Nukleinsauremolekule, die eine stickstoflbaltige Base, einen Pentose-Zucker (bei RNA 
ist der Zucker Ribose, bei DNA ist der Zucker D-Desoxyribose) und Phosphorsaure umfassen. Der Begriff "Nukleosid" 
umfaBt Molekule, die als Vorstufen von Nukleoliden dienen, die aber im Gegensalz zu den Nukleoliden keine Phospbor- 
saureeinheit aufweisen. Durch Ilemmen der Biosynthese dieser Molekule oder ihrer Mobilisation zur Bildung von Nu- 
kleinsauremolekttlen ist es mbglich, die RNA- und DNA-Synthese zu hemmen; wird diese AktivitSt zielgerichtet bei 20 
kanzerogenen Zellen gehemmt, lafit sich die Teilungs- und RepUkations-Fahigkeit von Himorzellen hemmen. 
[0036] Es gibt zudem Nukleotide, die keine Nukleinsauremolekale bilden, jedoch als Energiespeicher (d. h. AMP) 
oder als Coenzyme (d, h. FAD und NAD) dienen. 

[0037] Mehrere VerofTentlichungen haben die Verwendung dieser Chemikalien fUr diese medizinischen Tndikationen 
beschrieben, wobei der Purin- und/oder Pyrimidin-Metabolismus beeinfluBt wird (bspw. Christopherson, R.I . und Lyons, 25 
S.D. (1990) "Potent inhibitors of de novo pyrimidine and purine biosynthesis as chemotherapeutic agents", Med. Res. 
Reviews 10: 505-548). Untersuchungen an Enzymen, die am Purin- und Pyrimidin-Metabolismus beteiligt sind, haben 
sich auf die Entwicklung ncucr Mcdikamcntc konzentriert, die bspw. als Immunsupprcssionsmittcl oder Antiprolifcran- 
lien verwendet werden konnen (Smith, J.L. "Enzymes in Nucleotide Synthesis" Curr. Opin. Struct. BioL 5 (1995) 
752-757; Biochem. Soc. Transact. 23 (1995) 877-902). Die Purin- und Pyrimidinbasen, Nukleoside und Nukleotide ha- 30 
ben jedoch auch andere Einsatzmoglichkeiten: als Zwischenprodukte bei der Biosysnthese verschiedener Feinchernika- 
lien (z. B. Thiamin, S-Adenosyl-methionin, Folate oder Riboflavin), als Energietrager fur die Zelle (bspw. ATP oder 
(iTP) und fur Chemikalien seibst, werden gewOhnlich als (jeschmacksverstaiker verwendet (bspw. IMP oder GMP) oder 
fur viele medizinische Anwendungen (siehe bspw. Kuninaka, A., (1996) "Nucleotides and Related Compounds in Bio- 
technology Bd. 6, Rehm et al., Hrsg. VCH: Weinheim, S. 561 612). Enzyme, die am Purin-, Pyrimidin-, Nukleosid- oder 35 
Nukleotid-Metabolismus beteiligt sind, dienen auch immer starker als Ziele, gegen die Chemikalien fur den Pflanzen- 
schutz, einschlieBlich Fungiziden, Herbiziden undTnsektiziden entwickelt werden. 

[0038] Der Metabolismus dieser Verbindungen in Bakterien ist charakterisiert worden (fur t)bersichten siehe bspw. 
Zalkin, H. und Dixon, IE. (1992) "Dc novo purin nucleotide biosynthesis" in Progress in Nucleic Acids Research and 
Molecular biology, Bd. 42, Academic Press, S. 259-287; und Michal, G. (1999) "Nucleotides and Nucleosides"; Kap. 8 40 
in: Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry and Molecular Biology, Wiley, New York). Der Purin-Metabolis- 
mus, das Objekt inlensiver Forschung, ist fur das nonnale Funktioniercn der Zelle essentielL Ein gestorter Purin-Mela- 
bolismus in hoheren Tieren kann schwere Erkrankungen verursachen, bspw. GichL Die Purinnukleotide werden uber 
eine Reihe von Schritten uber die Zwischenverbindung Inosin-5'-phosphat (IMP) aus Ribose-5-phosphal synlhelisiert, 
was zur Produktion von Guanosin-S'-monophosphat (GMP) oder Adenosin-5'-monophosphat (ANP) fuhrt, aus denen 45 
sich die als Nukleotide verwendeten Triphosphatformen ieicht herstellen lassen. Diese Verbindungen werden auch als 
Energiespeicher verwendet, so daB ihr Abbau Energie fur viele verschiedene biochemische Prozesse in der Zelle liefert. 
DiePyrimidinbiosynthese erfolgt Uber die Bildung von. Uridin-5'-monophosphat (TIMP) aus Ribose-5-phosphat TJMP 
wiederum wird in Cytidin-5-triphospbat (CTP) umgewandelt. Die Desoxyformen samtlicher Nukleotide werden in einer 
Einschritt-Reduktionsreaktion aus der Diphosphat-Riboseform des Nukleotides zur Diphosphat-Desoxyriboseform des 50 
Nukleotides hergestellt Nach der Phosphorylierung konnen diese Molekule an der DNA-Synthese teilnehmen. 

D. 'IVehalose-Metabolismus und Verwendungen 

[0039] Trehalose besteht aus zwei Glucosemolekfllen, die Uber a,a-l,l-Bindung miteinander verknUpft sind. Sie wird 55 
gewohnlich in der Nahrungsmittelindustrie als SuBstoff, als Additiv fur getrocknete oder gefrorene Nahrungsmittel so- 
wie in Getranken verwendet Sie wird jedoch auch in der pharmazeutischen Industrie, der Kosmetik- und Biotechnolo- 
gie-Industrie angewendet (s. bspw. Nishimoto et al., (1998) US-Patent Nr. 5 759 610; Singer, M.A. und hindquist, S. 
Trends Biotech. 16(1998)460 467; Paiva, C.T-A. undPanek, A.D. Biotech Ann. Rev. 2 (1996) 293 314;undShiosaka, 
MJ. Japan 172 (1997) 97-102). Trehalose wird durch Enzyme von vielen Mikroorganismen produziert und auf natiirli- 60 
che Weise in das umgebende Medium abgegeben, aus dem sie durch im Fachgebiet bekannte Verfahren gewonnen wer- 
den kann. 

[0040] Dieses Vorgchcn kann in analogcr Weise auch rait andcrcn Bakterien durchgefuhrt werden. 

Beispicl 65 

[0041] Man kann einen beliebigen Sequenzabschnitt des ddh-Gens von C. glutamicum (Ishino et al. (1987) Nucleic 
Acids Res. 15, 3917), insbesondere ein Fragment im 5-lenninalen Bereich der kodierenden Region mil bekannieh Me- 
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thoden per PGR amplifizieren und das resultierende PCR-Produkt in pSL18 (Kim, Y.H. & H.-S. Lee (1996) J. Microbiol. 
Biotcchnol. 6, 3 15-320) klonicrcn und so den Vcktor pSL18Addh crhaltcn. Man kann dafur auch andcrc Vcklorcn mit ci- 
nem fur C. giutamicum geeigneten Markergen verwenden. Die Vorgehensweise ist dera Fachmann gelaufig. 
[0042] Man kann das cgUM-Gen in einem geeigneten E. coli Stamm (McrBC-defizient (alternative Bezeichnung 

5 hsdRM defizieni) wie z. B. NM522 oder HB 101) auf unterschiedliche Weise expriinieren, sowohl als genoinische Kopie 
als auch auf Plasmiden. Eine Methode beruht auf der Verwendung des Plasmides pTclSAcgUM. Das Plasmid pTcl5Ac- 
gUM umfasst den Replikationsursprung des Plasmides pl5A (Selzer et aL (1983) Cell 32, 119-129), ein Gen fur Resi- 
stenz gegen Tetracyclin (Genbank Acc. No. J01749) und das cgUM-Gen (Schafer et al. (1997) Gene 203, 93-101). E 
coli Stamme, die pTclSAcgUM tragen, haben DNA die das cgUM Methylierungsmuster tragi. Entsprechend sind die 

to pSLl 8-Derivate (wie pSLl 8Addh, siehe oben) ebenfalls "cgUM-methyliert", 

[0043] Man kann die Plasmid-DNA des Stammes NM522(pTcl 5 AcgllM/pSLl 8Addh) nach ublichen Methoden (Sam- 
brook, J. et al. (1989) "Molecular Cloning: A Laboratory Manual". Cold Spring Harbor Laboratory Press oder Ausubel. 
F.M. et al. (1 994) "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons) praparieren und diese DNA zur Rlek- 
troporation von C. glutamicum (liebl et al. (1989) FEMS Microbiol. Lett. 65, 299-304) einsetzen. Dabei kann C. gluta- 

15 micum ATCC13032 verwendet werden, cs konncn abcr auch andcrc Coryncbaktcricn verwendet werden. 

10044] Plasmid pSL18Addh gewonnen aus einem E. coli Stamm ohne pTcl5AcgllM fuhrte bei keinem unserer Versu- 
che zu Transforraanten nach Elektroporation. Ira Gegensatz dazu, fuhrte pSL18Addh gewonnen aus einen pTcl5Ac- 
gUM-lragenden E. coli Stamm dazu, daB Transfomianlen (lurch Elektroporation gewonnen werden konnten. Diese 
Transformanten waren Klone, bei denen das ddh-Gen deaktiviert wurde, wie bspw. durch fehlende Ddh-Akuvitat gezeigt 

20 werden konnte. Ddh-Aktivitat kann nach bekannten Methoden (siehe z. B. Misono et al. (1986) Agric. Biol. Chem. 50, 
1 329-1330) gemessen werden. 

Patentanspriiche 

25 1 . Verfahren zur Herstellung von Corynebakterien enthaltend eine oder mehrere geanderte genomiscbe Sequenzen, 
wobei ein in Corynebakterien nicht replizierender Vektor verwendet wird, dessen Nukleinsfiure von Corynebakte- 
rien nicht als fremd erkannt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobci dcr Vcktor das coryncbaktcricllc DNA-Mcthylicrungsmustcr tragL 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Methylierungsmusier durch eine Melhy iLransf erase erhalllich ist. 

30 4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei es sich bei den Corynebakterien um Corynebacterium glu- 
tamicum, Corynebacterium ammoniagenes, Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium lactofermentum, Bre- 
vibacterium lactofermentum, Brevibacterium brevis handelt. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei es sich bei den verfinderten genomischen Sequenzen um eine 
oder mehrere Punktmutationen, eine oder mehrere Disruptionen, Einbringen eines oder raehrerer im Organismus 

35 vorhandener oder fremder Gene, handelt 

6. Verfahren zur Herstellung von Feinchemikalien, wobei ein nach einem der in den Anspriichen 1 bis 5 bean- 
spruchten Verfahren hergestellter Mikroorganismus zur Produktion der Feinchemikalie verwendet wird 

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei die Feinchemikalie eine naturiich vorkommende Aminosaure, insbesondere 
Lysin, Thrconin, Glutamat oder Mcthionin ist, oder cin Vitamin, insbesondere Riboflavin oder Pantothcnsaurc ist. 

40 8. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 7, wobei das Methylierungsmuster durch die Methyltransferase 
cgUM erhaltlich ist. 

9. Nicht in Corynebakterien replizierender Vektor mil einem Corynebakterien-spezilischen Methylierungsmuster. 

10. Vektor nach Anspruch 9 mit einem Methylierungsmuster erhaltlich durch eine Methyltransferase, insbesondere 
cgUM. 
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